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 生物の示す多様な表現型は，遺伝的に決定されている一方で，環境条件によっても大きな影響を受け
る（Gilbert & Epel 2009）。同一の遺伝情報を持つ同種個体が，環境に応答して表現型を可塑的に変化さ
せる現象は表現型可塑性と呼ばれる（Hartfelder & Emlen 2012）。表現型可塑性は，個体レベルの適応
度を上昇させる重要な性質であるだけでなく，表現型進化の原動力としても注目されている
（West-Eberhard 2005）。表現型可塑性のうち，特に表現型が不連続に発現する場合は表現型多型と呼
ばれ，昆虫類で多くの例がある（Nijhout 1999, 2003）。社会性昆虫に見られるカーストは，表現型多型
によって生じ，各カーストが協働することによって複雑な社会が維持されている。カースト分化の分子
基盤に関する研究は，これまでは特に膜翅目（ハチ・アリ）を中心に進められ，昆虫ホルモンとして知
られる幼若ホルモン（JH）がカースト分化に重要な役割を果たすことが示されている（e.g. Hartfelder 
2000, Robinson et al. 2005）。一般に JHは，幼形形質の維持や生殖腺の発達調節，行動多型の制御など，
非常に多面的な機能を持つホルモンである（Gilbert et al. 2000）。膜翅目とは全く独立に社会性を獲得し
たシロアリでも，JH がカースト分化を制御する重要因子であることは間違いないが（e.g. Henderson 
1998, Watanabe et al. 2014)，利用できる情報が不足しており，各カースト分化における役割の詳細，特
に分子機構は明らかではない。  
 シロアリのカースト（ワーカー，兵隊，生殖虫）は，形態，生理，行動的に特殊化している (Noirot 1985, 
1990)。各カースト分化のうち，特に兵隊分化には JH が重要であることはよく知られている。例えば，
兵隊分化はワーカーの体内 JH量の上昇によって促進され（Cornette et al. 2008），外部からの JHの投
与によって分化が人為的に誘導できることが数種で報告されている（e.g. Maekawa et al. 2014）。一方，
シロアリの生殖虫にはコロニーの創設を担う一次生殖虫（王，女王）以外に，一次生殖虫の死後，繁殖
を担う幼形生殖虫（置換王，置換女王）が存在する（Thorne 1996, Roisin 2000）。幼形生殖虫は，成虫
器官のうち生殖腺のみを顕著に発達させた特殊な個体であるため，分化時には JHが重要な役割を果たし
ていることが予想される。しかし，幼形生殖虫の JH量が測定された研究例は数例あるものの（e.g. Elliott 
& Stay 2007），分化過程での生理変化を詳細に解析した例はなく，分化時の JHの役割は明らかではな
い。また，系統的に祖先的なシロアリの一部の種では，生殖腺と大顎の両形質を発達させた個体（兵隊
型生殖虫）の存在が報告されており（Myles 1986)，JHの投与により両形質の発達が促された例もある
（Miura et al. 2003）。この特殊な個体の分化にも JHが関与する可能性があるが，それを確かめた例は
ない。つまり，シロアリや他の昆虫類での先行研究の知見に基づけば，兵隊形質や生殖腺の発達に JHが
重要な役割を果たしていることは予想されるが，JHが異なるカースト分化を如何に制御するのか，その
分子発生機構は全く不明である。これらを包括的に理解するには，候補遺伝子解析と網羅的遺伝子発現
解析の２つのアプローチを並行して進めることが効率的かつ重要であると考えられる。前者の解析には，
JH受容体をはじめとする作用経路がモデル昆虫類を中心に明らかにされつつあるため（e.g. Jindra et al. 
2012），それらを利用することが出来る。また，ヤマトシロアリ Reticulitermes speratusやネバダオオ
シロアリ Zootermopsis nevadensis をはじめとして，ゲノムや EST 解析が数種で進められており（e.g. 
Terrapon et al. 2014），シロアリで利用できる分子遺伝学的な情報は近年急速に増加している。そこで本
研究は，これら２つのアプローチを遂行し，シロアリのカースト分化における JHの役割，特に真社会性
の最大の特徴である繁殖上の分業を促す発生機構を考察することを試みた。 
第一部：生殖虫の分化誘導と形態観察 
 
 生殖虫はコロニー内で唯一繁殖を行い，次世代の生産を担うことになるため，コロニーの存続に不可
欠の存在である。そのため，生殖虫の分化は厳密に調節されていると考えられるが，その制御機構は全
く不明である。解析が進んでいない理由の１つは，生殖虫の効率的な分化誘導系が確立していないこと
が挙げられる。例えば兵隊分化では，人為的な分化誘導系を利用して，特異的な遺伝子発現や JH量の変
化が解析されている（e.g. Zhou et al. 2006, Watanabe et al. 2011）。そこで第一部では，効率的な生殖
虫の分化誘導系を確立し，分化に伴う形態変化の観察を試みた。 
 まず，ヤマトシロアリのニンフを用いて，各齢［4-6段階目のニンフ（N4-6）］を母巣から隔離するこ
とによる幼形生殖虫の分化誘導を試みた。さらに，分化誘導された個体を用いて，生殖腺の発達を観察
すると共に，ビテロジェニン（VG：卵黄前駆タンパク質）遺伝子の発現解析を行なった（第 1 章）。そ
の結果，N5ニンフから最も効率的に幼形生殖虫が誘導できることが示された。また，分化直後の幼形生
殖虫では，極端な生殖腺の発達は見られなかったが，VG遺伝子はニンフと比較して極めて高い発現を示
すことが確認された。分化後に生じる生殖腺の発達に備えて，分化直後から顕著な生理変化が生じてい
ることが示唆される。  
 次に，ネバダオオシロアリを用いて，各齢［6齢および 7齢幼虫，1-2段階目のニンフ（N1, 2）］の個
体への JH投与による兵隊型生殖虫の分化誘導を試みた。さらに，分化後の個体の生殖腺の発達に対する
JHの影響も調べ，兵隊の結果と比較した（第 2章）。まず，N1ニンフに JHを投与し，2回の脱皮を誘
導することで，兵隊型生殖虫様の個体を誘導出来ることが示された。兵隊では，JH投与によって生殖腺
の発達は見られず，VGの遺伝子発現も上昇しなかった。一方，兵隊型生殖虫様の個体では，生殖腺の発
達が促進され，VG遺伝子の顕著な高発現が観察された。したがって，本種では JH投与によって兵隊形
質および生殖腺の両者を発達させることの出来る発生段階が存在することが示され，カーストごとに JH
への応答性が異なることが明らかとなった。 
 
第二部：JH量の測定と JH関連遺伝子の発現解析 
 
 第一部では，2種の生殖虫の分化誘導系が確立され，分化に伴い VG遺伝子の発現の上昇や生殖腺の発
達が促進されることが示された。しかしながら，誘導個体の実際の JH量や作用経路遺伝子の働きは不明
であり，分化を調節する JHの役割は考察することが出来ない。そこで，高速液体クロマトグラム質量分
析計（HPLC-MS）で JH量を測定することが出来るヤマトシロアリを用いて（c.f. Maekawa et al. 2010, 
Watanabe et al. 2011），幼形生殖虫分化に伴う JH量の変化と JH作用経路遺伝子の役割を検証した（第
3章）。 
 まず，幼形生殖虫の分化過程における各発生段階の個体の JH 量を，HPLC-MS により測定した。そ
の結果，分化直後の幼形生殖虫の JH量は，N5ニンフと比べて有意に高いことが明らかになった。続い
て，JH が部位特異的に形態形成を制御する可能性を検討するため，JH 受容体（Methoprene-tolerant; 
Met）およびその下流の遺伝子（Kruppel-homolog 1, Broad-complex）の本種のホモログを取得し，頭
部・胸部・腹部における発現を様々な発生段階で比較した。その結果，幼形生殖虫の腹部では，特に JH
作用経路が活性化することが明らかになった。最後に，幼形生殖虫の分化における Met ホモログの機能
を調べるために，RNA干渉（RNAi）を行った。分化誘導過程で dsRNAを処理すると，分化後の個体に
おける VG 遺伝子の発現が有意に低下することが示された。以上より，幼形生殖虫の分化に伴い，急激
な JH量の上昇が生じるとともに，JH受容体を介した部位特異的な JH作用経路の活性化が起こること
で，短期間での生殖腺の発達を含む特徴的な形態変化がもたらされることが示唆された。 
 
第三部：カースト分化過程における網羅的遺伝子発現解析 
 
 第一部および第二部では，少なくともヤマトシロアリの幼形生殖虫分化における JHの役割の一端が明
らかになった。しかし，これまでの解析は，分化過程の後半（分化後）に特に注目しており，発生運命
が決定される時期（分化過程の初期）における JHの役割は不明なままである。これらを明らかにするた
めには，分化過程で経時的に回収した個体を使って，発現遺伝子を網羅的に比較する方法が有効である
と考えられる。そこで第三部では，各カースト分化を人為的に誘導することの出来るヤマトシロアリを
用いて，次世代シーケンサーを用いた網羅的遺伝子発現解析（RNA-seq）を行った（第 4章）。特に，こ
れまで解析することが出来なかった各カースト分化過程の初期の遺伝子発現に注目した。その結果，各
カーストの形態を特徴付ける形態形成因子やその上流にある発生運命決定に関与すると考えられる遺伝
子が特定された。更に，各カースト分化過程で特異的に発現する遺伝子のうち，JHに関連する遺伝子の
数はワーカー分化過程では少なく，兵隊や幼形生殖虫分化過程で非常に多く見られた。異なる遺伝子や
同一遺伝子の別コピーが，それぞれ特異的な部位で発現する（e.g. Takeout）ことも明らかになった。 
 続いて，第 4 章で明らかとなった各カースト分化過程の初期に特異的に発現する遺伝子のうち，特に
JH関連遺伝子に着目して，幼形生殖虫分化における役割を解析した（第 5章）。 
 第 4 章であきらかとなった JH 関連遺伝子のうち，Takeout 遺伝子に着目し，幼形生殖虫分化過程で
の機能解析を行った．第 4章において，幼形生殖虫で高発現していた 3つの Takeout（To1,To2,To3）遺
伝子を選定し，To1 と To2-To3（ダブルインジェクション）の幼形生殖虫分化過程での RNAi を行った．
その結果，ノックダウンはいずれも脱皮や脱皮までの期間，死亡率に影響を与えなかった．しかしなが
ら，To2-To3の RNAiによって，N5ニンフ様の個体が脱皮し，このことから幼形生殖虫の形態形成が抑
制されたと考えられる． 
  
 本博士論文研究は，JH がカースト分化制御の中枢因子であることを明瞭に示し，各々のカースト分化
における役割を考察した初の報告である。第一部および第二部では，生殖虫の分化における JHの役割を
調べ，部位特異的な JHの受容と作用経路の活性化を介して，生殖腺の発達が制御される可能性を示した。
第三部では， RNA-seqにより，これまで完全にブラックボックスであった各カースト分化の初期に特異
的に発現する遺伝子をリストアップすることが出来た。更に，それぞれの分化時で特異的に発現する JH
関連遺伝子の数や種類が異なっていることを明らかにした。これまでカースト分化における JHの役割は，
兵隊分化に集中して解析されてきたが，本研究により，生殖虫分化時の JHの役割に関する新たな知見が
もたらされた。特に RNA-seqの解析結果は，これまで全く知見のなかった時期の極めて重要な基礎情報
となる。今後は，各遺伝子の機能解析をさらに進めて，JHや他のホルモン（例えばエクダイソンやイン
シュリン）作用経路との関係を明らかにしていくと共に，個体間相互作用をもたらすフェロモンなどの
環境因子の実体解明と受容機構の解析を遂行することで，カースト分化の決定期における分子基盤を総
合的に理解することができると考えられる。 
 
